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学位論文審査結果の要旨 
 
A monolayer microfluidic device supporting mouse spermatogenesis  
with improved visibility 
 
(単層マイクロ流体デバイス内でのマウス精子形成と視認性の向上) 
 
学位審査は大保 和之教授（主査）、伊藤 秀一教授（副査）、横山 詩子准教授（副査）
による審査会 2019年 2月 1日に行われた。 
上記論文の概要を説明し、続いて各審査員から以下の質問がなされた。 
 
副査の横山准教授の質問に対し、以下の回答がなされた。 
１． 本研究の新規性についてはどこにあるのか。 
デバイスの視認性や操作性の向上を図りながら、培養結果としての精子の Quality は
維持することができたと考えている。また、精巣培養結果の確実性を増すことができて
いる点も有利であると考えている。この点はデバイスの改良点である。 
組織の挿入方法に関しても改善を図った点に関しては、より組織の成長を妨げない、
という点で既存のデバイスと比較して新規性がある、と考えている。 
 
２． データのばらつきが減った、というデータが示されていないが。 
アガロース培養法・既存の MM-D と比較するとデバイスエラーは減っている実感があ
る。 
 
３． 細かく観察できる、というのは具体的にどのような事か。 
細胞内小器官の観察等まで、つまり細胞単位での観察を考えている。 
 
４． この実験を通じて動物実験を置換できるのか。 
それは難しい。ただし、サンプル量が少ない検体には活用法があると考えている。 
 
５． デバイスの構造に関しては流束や拡散の測定を行っているのか。またそれは生体に
即したものか。 
共同研究先においてマイクロビーズを用いた計測を行っている。MEDIUM の流量に
関しては生体内よりもむしろ遅い。またそのスピードに関しては上下させる事により培
養結果に変化がないことが確認されている。 
 
６． 実用化を考えた際に、長期培養が可能であるという点が果たしてメリットといえるの
か。 
精巣培養に置いての最終目標は精子の回収であり、長期培養を目指す事がその目
標に近づくかは不明である。ただし、他の高等生物での培養に成功していないことを
考えると、生体内に培養環境を近づけることの一環として長期培養を指標とする事は
矛盾していないと考えている。 
 
副査の伊藤教授の質問に対し、以下の回答がなされた。 
１． Venus-mCherryの画像を見るに、なぜ分化の進んだ細胞が少ないのか。 
そもそも精細管からの出口がないという点に関して物理的なダメージが精細管にあ
る。また、培養液としての限界もあるかもしれない。分化がさらに進むための壁がある
と考えているが、動物種によるものなのか・培養液によるものなのか・環境によるものな
のかは現状不明である。 
 
２． 精子の機能評価に関してはどう行うのか。 
In vitroで形成された精子の、DNA損傷や運動能をはじめ、様々な指標をもって評価
する必要があると考えているが、どのような項目を評価対象とするか、ということも含め
今後の大きな検討課題としたい。 
 
３． 他の細胞・組織を培養する際に応用が可能なのか。 
細胞に関してはアルギン酸やコラーゲンコートによる cell drop の培養を行ったことが
あるが、ボトムディッシュを用いた培養と同様の結果は得られなかった。組織の応用範
囲に関しては、拡散による栄養を得られる組織であれば組織スペース内での培養が
可能であると考えている。 
 
主査の大保教授の質問に対し、以下の回答がなされた。 
１． 博士論文として、新規性がある部分は、どのような点か。 
底面がガラスである点と、インレットチューブを用いずにデバイスを作成する点である
と考えている。視認性の向上に関しては、液浸ガラスの採用を考慮に入れてスライド
ガラスをカバーガラスに変更することも検討している。 
 
２． 用いているAcrosin-GFPの発現は、精巣構成細胞において、どの時期からGFPの発
現が確認されるのか。 
精母細胞から、細胞質に GFPが観察される。 
 
３． 蛍光顕微鏡はどのようなものを使っているのか。組織は大きくなっていくので、細胞単
位でトレースできないと、新たに精子形成が行われたなどの評価は難しいのではない
か。 
タイムラプスの動画を見るに、細胞は左右に動いており、新規に精子形成が起こって
いるか、という判断は丁寧に行う必要がある。また、細胞が動くことで上下方向への細
胞の移動もあるため細胞単位での観察を考えると前述のように対物レンズの作動距
離内に組織全体が収まる必要があるなど、観察には注意を要すると考えている。 
 
４． HE 染色の画像から精細管のステージ分類を行い、正常との比較を評価することによ
り、この方法論の改善の具合の評価ができるのではないか。このことから精子の成熟
がうまく進まない原因を追究できるのではないか。 
評価方法の一つとしては検討する必要がある。また、このことが培養結果の解析に深
みを与えるということも理解できた。 
 
上記、審査発表、質疑応答の結果、審査委員一致の結論として、本論文は、横浜市立大
学医学博士号（甲号）を能うに必要十分な研究成果を示したものと判断された。 
